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1. 序論 
マウス精原幹細胞は自己複製しながら, 幹細胞活性を失った前駆細胞を産生
する (Brinster, 2002). 前駆細胞は, その後しばらく体細胞分裂を繰り返した
後, 減数分裂期に入り, 最後に精子形態形成期を経て終末分化細胞にあたる精
子となる. 成体型の幹細胞研究を行う上で雄生殖細胞を用いる利点が 4つある. 
（１）不完全な細胞質分裂により分裂細胞が鎖状に連なるため“細胞鎖”の細
胞数から, 最初の１個からの分裂回数を知ることができる. （２）組織学的に
精巣の断面を観察すると, 未分化な幹細胞から終末分化した精子までが１断面
ですべて観察できる. （３）唯一の自己複製能検定法である幹細胞移植法（精
細管移植法）による幹細胞活性評価が可能である. （４）体内に戻せば精子形
成することが可能な精原幹細胞株を, in vitro で容易に樹立し解析に用いるこ
とができ, in vitroの実験系や生化学的解析が可能である.  
精原幹細胞について, これまで形態学的な観点から, 精原細胞の中でも単一
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細胞からなる細胞集団（As 細胞）だけが均一な自己複製能を持つ幹細胞集団で
あり, 2 細胞期 （Apr 細胞）以降からは細胞分化が運命決定している前駆細胞
集団であると考えられている (de Rooij and Russell, 2000). この考え方は As 
model と呼ばれ広く信じられている. As model は単純に最初の１個がすべての
源であるという発想からなり, ２細胞に一度分裂した細胞は元の１細胞に戻ら
ないという考えによるものであった(de Rooij and Russell, 2000; Huckins, 
1971; Oakberg, 1971). この形態学的解析に加え, 近年の遺伝子発現解析の結
果から幹細胞特異的分子を同定し, その分子機能を解明していくという手段が
とられている. このようなマーカー研究により様々な幹細胞および各分化段階
特異的分子が報告されてきた (Buageaw et al., 2005; Buaas et al., 2004; 
Costoya et al., 2004; Ohbo et al., 2003; Sada et al., 2009; Yoshida et al., 
2004).  
 しかし, 幾つかの報告から, これまでの幹細胞に対する考え方を再考する余
地があるのではないか, という考えに至った. その報告とは, 例えば, ２細胞, 
４細胞の鎖がちぎれ１個の細胞となる現象の発見である (Nakagawa et al., 
2010). このことは, ２個や４個の細胞が脱分化するという可能性と, ２細胞
や４細胞はもともと１個の細胞と同じ分化度の細胞であるという可能性がある. 
また, 特定の条件下（例：細胞周期）でマーカー分子の発現パターンが幹細胞
活性を維持しながら大きく変化すること(Morimoto et al., 2009), さらに, こ
れまで報告されている未分化型精原細胞マーカーを発現する細胞が, それぞれ
幹細胞活性を示すにもかかわらず相互に重なり合わない細胞も多く, 幹細胞活
性を持つ細胞の中での不均一性が指摘されていることも再考の理由となった
(Nakagawa et al., 2010; Suzuki et al., 2009). マーカーの同定は重要であ
るが, 上記の報告はその発現が絶対的に幹細胞であることを示すものではない
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ことを示唆する. また, ほとんどの幹細胞マーカーが As ばかりでなく, Apr や
Aal 細胞, あるいは, 時にそれ以上に分化した細胞まで発現していることを考
慮すると, 幹細胞と前駆細胞の境目が Asと Aprの間に本当に引けるのか, もっ
と異なるところに引ける可能性もあるのではないか, という仮定に至った.  
それでは精原幹細胞が分裂を続けていく中で大きくその性質を変えるところ
はどこにあるのか. それをどのように同定したらよいのであろうか. これまで
に, 組織学的視点からみた未分化な精原細胞の同定にもっとも重要な指標とし
て核クロマチン構造の相違が用いられてきた (Chiarini-Garcia, 2001; Russel 
et al., 1999). これらの記述によると, 精原細胞の中でも, 核にヘテロクロマ
チンがほとんど存在せず, 核空胞がある細胞を最も未分化な細胞として同定し
ており, 遺伝子抑制性のゲノム構造であるヘテロクロマチンの出現が分化とと
もに顕著になってくると記述されている. これ以外に分化度を決める形態学的
特徴は記載されていない. そこで, 高次のクロマチン構造の変化, 特に, ヘテ
ロクロマチン化に分化度を決める鍵が隠されているのではないかと考えた. 本
研究では, マーカー分子の発現パターンを指標にしながら, 高次のクロマチン
構造変換により遺伝子発現制御を行うシステムである”エピジェネティクス”
という視点に着目し, エピジェネティクスの変化がどのように幹細胞活性の維
持や分化開始機構に関与しているのかを分子レベルで明らかにすることによっ
てマウス精原幹細胞の本質的な特徴に迫った.   
 
2. 実験材料・方法 
 免疫組織化学染色法を用いて, DNAメチル化酵素の発現パターン, DNAメチル
化状態の変化, H3K9メチル化酵素 G9a, GLPの発現パターン, H3K9me2修飾の変
化を解析した. DNAメチル化状態については, 代表的な精原細胞マーカーのエン
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ハンサー領域をバイサルファイトシークエンシングにより解析した. また, DNA
メチル化酵素強制発現マウス, DNAメチル化維持酵素タモキシフェン誘導型欠損
マウスを用いて , in vivo における DNA メチル化と精原細胞分化の関係性を解
析した.  
 
3. 結果 
精原細胞における Dnmt3a2, Dnmt3bの発現解析 
精原細胞における Dnmt3a2 のタンパク質発現を免疫組織化学染色により解析
した. Plzf（未分化）, Kit（分化）をマーカーとして三重染色を行ったところ
Plzf陽性 Kit陰性細胞には Dnmt3a2は発現していないのに対し, Plzf陰性 Kit
陽性の精原細胞では Dnmt3a2 が強く発現していることが明らかとなった. さら
に詳細に Whole-mount 組織化学免疫染色で解析を行うと,Kit 陽性精原細胞では
Dnmt3a2の発現は見られないのに対し, Dnmt3a2の発現は Kitの発現と同時であ
ることが分かった. Dnmt3a2と同様に, Dnmt3bにおいても, Kit陰性精原細胞で
は発現が見られないのに対し, Kit 陽性精原細胞へと分化すると同時に Dnmt3b
が発現することが分かった.  
 
精原細胞分化過程における DNAメチル化状態の変化 
Plzf陽性 Kit陰性精原細胞と Plzf陰性 Kit陽性精原細胞のグローバルな DNA
のメチル化を評価するため, メチル化シトシンに対する抗体を用いて免疫染色
を行った. その結果, グローバルな DNAメチル化染色のシグナル強度は Plzf陽
性 Kit 陰性精原細胞で弱いことが分かった. また, いくつかの精原細胞のマー
カー分子のエンハンサーにおいても領域特異的なメチル化が変化していた.  
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H3K9me2 と H3K9me3 修飾状況は Kit 陰性から Kit 陽性へと精原細胞
が分化する際に大きく変化する 
抑制性のヒストン修飾 H3K9me2修飾の変化を調べるために, Whole-mount免疫
組織化学染色を行った. その結果, 未分化な精原細胞では H3K9me2 修飾はゲノ
ム全体で低い状態にあることが分かった. また, 全ての Kit 陽性精原細胞で
H3K9me2 のシグナルが観察された. そこで, H3K9me2 修飾を触媒する H3K9 メチ
ル化酵素 G9a, GLPの発現パターンを whole-mount免疫組織化学染色で解析した. 
その結果, G9aは Plzf陽性 Kit陰性精原細胞, Plzf陰性 Kit陽性精原細胞のい
ずれでも同程度に発現していたのに対して, GLPは Plzf陽性 Kit陰性精原細胞
では発現が弱く, Plzf 陰性 Kit 陽性精原細胞において発現が上昇していること
が分かった. H3K9me3 修飾についても免疫組織化学染色により解析したところ, 
Plzf陽性 Kit陰性精原細胞では H3K9me3修飾は核の辺縁部にリング状に分布し
ているのに対して, Plzf陰性 Kit陽性精原細胞では核内の DAPI強陽性部分に集
積していることが分かった.  
 
Kit陰性精原細胞に Dnmt3bを強制発現させると Kitの発現が誘導さ
れる 
DNA メチル化酵素の in vivo における発現の影響を調べるために, Flag タグ
付き Dnmt3bを Kit陰性精原細胞に強制発現できるマウスを使用した. 免疫組織
化学染色による解析の結果, コントロールでは組み換えが起こった EGFP陽性細
胞中の Kit陽性細胞が 10 %に満たない程度なのに対して, Flag-Dnmt3b OEマウ
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ス精巣においては Flag陽性細胞中の Kit陽性細胞の割合は 50%程度に増加して
いることが分かった.  
 
Np95による DNAメチル化を阻害すると精原細胞の分化が障害される 
DNAメチル化維持酵素 Dnmt1と会合し, 維持メチル化や de novo DNAメチル化
に必須な Np95をタモキシフェン誘導性にノックアウトできるマウスを使用した. 
Np95 欠損による精原細胞への影響を免疫組織化学染色により調べたところ, 
Plzf 陽性精原細胞の割合には変化がなかったが, Np95 欠損マウス精巣では Kit
陽性の精原細胞がほとんど見られないことが分かった. Np95 欠損マウス精巣を
Whole-mount免疫組織化学染色し, 残存しているKit陰性精原細胞の細胞鎖の長
さを解析した結果, 4細胞期までの精原細胞は見られるものの, 8細胞期から数
が減少しはじめ, 16細胞期以降の精原細胞はほとんど見られなくなった.  
 
4. 考察 
本研究により, Kit陰性精原細胞から Kit陽性精原細胞へと分化する際にエピ
ジェネティックな変化が重要であることを明らかにした. Dnmt3a2, Dnmt3b, GLP
の発現上昇およびクロマチン修飾の変化(DNA メチル化状態の変化, H3K9me2 修
飾の上昇, H3K9me3修飾の DAPI強陽性部位への集積)が Kit陽性 A1精原細胞へ
と分化する際に一斉に起きていることを見出した（以下チェックポイントと呼
ぶ）(図１).  
また, 本研究ではエピジェネティックな変化が機能的にも分化に重要である
ことを示すことができた（図１）. in vivoにおいて Dnmt3bを Kit陰性精原細
胞に強制的に発現することで前駆細胞マーカーである Kit の発現が誘導される
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ことを見出した. また, DNA メチル化維持に必須な分子である Np95 を欠損させ
る実験では, Kit陽性精原細胞への分化が著しく障害されることが明らかとなっ
た. Np95の欠損はゲノムワイドな低メチル化状態に誘導される. その結果, Kit
陽性精原細胞は分化・生存できないことが示された. しかしながら, 幹細胞活
性を有する細胞を含む As-Aal までの Kit 陰性精原細胞は Np95 を欠損させても
残存することが分かった. このことから, Kit陰性の精原細胞は, グローバルに
DNA 低メチル化状態となっても遺伝子発現が異常とならない幹細胞特異的な代
償メカニズムを有していると推測できる. また, 精原細胞の幹細胞活性に重要
な遺伝子である plzf, oct4のエンハンサー部分の DNAメチル化が増加している
ことをバイサルファイトシークエンシングにより見出した. この結果により, 
Dnmt3a2, Dnmt3bのターゲット分子の一端を明らかにできたと考えられる. 最近
では, DNAメチル化をグローバルに１塩基の解像度で解析できる手法などが開発
されていることから (Miura et al., 2012; Smallwood et al., 2011; Smith et 
al., 2012), 将来的にはそのような手法を用いて, DNAメチル化変化の正確な全
体像を明らかにする必要があると考えられる.  
 本研究では, 精原細胞分化の際に, H3K9me2修飾がゲノムワイドに増加するこ
とも見出した. H3K9me2はこれまでの報告により, クロマチン構造を変化させる
ことが示唆されている. ES細胞が分化し始めると, 数 kbにわたって H3K9me2修
飾を受ける領域(LOCKs)がゲノム上に出現し, その領域は核ラミナと結合する
ことが報告された (Wen et al., 2009). 逆に, 未分化な ES 細胞のゲノムには
ほとんど LOCKsがないことも分かっている (Wen et al., 2009). このことを精
原細胞分化にあてはめると, A1 精原細胞へと分化する際に H3K9me2 修飾により
クロマチン構造が大きく変化している可能性がある. 今後の解析として, ゲノ
ム上のどの位置にどのような形状で H3K9me2 修飾が入れられているのかを
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ChIP-Seq などの方法を用いてゲノムワイドに明らかにしていければ, 精原細胞
分化のより深い理解につながると考えられる.  
 本研究により,精原幹細胞分化において２つの新たな発見があった. 第一点
目は, As, Apr, Aal までの精原細胞は, 精細管上の位置や未分化マーカーの発
現の違いに関わらず, エピジェネティックな状態から見ると均一に近い状態に
ある点である. それに対して, Aal から A1 へと分化する際に劇的なエピジェネ
ティックな変化が起きる（図１）. これらのことから, As から Aal までの精原
細胞は幹細胞プールとして存在しているのではないかという仮説を立てている
(Stem cell pool説). Asのみ発現する特異的なマーカー分子は未だに同定され
ていないことや, 細胞の形態においても, 電子顕微鏡による解析から, As と
Apr, Aalは細胞鎖の長さを除いて形態上違いがないこと (Kluin and de Rooij, 
1981; de Rooij, 1998; Chiarini-Garcia and Russell, 2001), Aalまでの精原
細胞はかなりの頻度で細胞鎖がちぎれていること (Nakagawa et al., 2010)は
この仮説に立つと説明できるのではないかと考えている. 第二点目として重要
なことは, チェックポイントの生物学的役割である. 見出したチェックポイン
トでおこるゲノム修飾の異常は, H3K9me2や H3K9me3などその多くが減数分裂期
（レプトテン期以降）に異常を起こすことが知られていた (Tachibana et al., 
2007). しかし, 本研究でこれらの修飾は, 減数分裂に入るはるか前の, 体細
胞分裂初期のチェックポイントで既にゲノムに入れられていることが分った
（図１）. このことから, 生殖細胞は, 幹細胞プールから脱出し前駆細胞へと
移行した時点で, すでに減数分裂時に必須なゲノム修飾を準備していることが
明らかとなった. 細胞運命決定の視点から言い換えると, このチェックポイン
トで減数分裂へと進行することを細胞は決定し, このチェックポイントは終末
分化状態の精子形成へ向けて細胞分化プログラムのスイッチを押す役割がある
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と推察された.  
 
図１．エピジェネティックチェックポイントと DNA メチル化の in vivo における機能(典拠：
Shirakawa, T.,  Yaman-Deveci, R., Tomizawa, S., Kamizato, Y., Nakajima, K., Sone, H., Sato, 
Y., Sharif, J., Yamashita, A., Takada-Horisawa, Y., Yoshida, S., Ura, K., Muto, M., Koseki, 
H., Suda, T., and Ohbo, K. (2013), An epigenetic switch is crucial for spermatogonia to 
exit the undifferentiated state toward a Kit-positive identity, Development, 140, 
3565-3576.より改変) 
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